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서 론
1990년 유전자 치료가 임상적으로 처음 시도된 이후 치
료용 유전자의 전달기법에 관한 연구가 활발해 졌다(1,2).
재조합 아데노바이러스를 유전자 전달체로서 이용한 유
전자 전달의 가능성은 1984년 Dr. Graham에 의하여 최초
로 보고되었으며(3), 이후 재조합 아데노바이러스는 우수
한 유전자 전달 효율을 보이며 높은 역가로 생산이 가능
하고 쉽게 농축할 수 있는 장점들이 보고되면서 , 암을 대
상으로 하는 유전자 치료에 재조합 아데노바이러스를 유
전자 전달체로 이용하는 빈도수가 현격히 증가하고 있다 .
암 유전자치료용 아데노바이러스는 대부분이 증식 불가
능한 일 세대 바이러스로 이들을 유전자 전달체로 이용하
는 경우 암세포 살상 효과는 일차 감염세포 또는 일부의
주변세포들에서만 유발되기 때문에 치료효과가 제한적일
수밖에 없다 . 이를 극복할 수 있는 한 방안으로 McCor-
mick 등은 아데노바이러스 초기 유전자인 E 1B55kDa이 부
분적으로 결실된 dl1520 (ONYX-015)을 개발하였는데, 이
들은 p53 유전자가 돌연변이 되거나 결실된 종양세포에서
만 선택적으로 증식하여 암세포를 특이적으로 살상할 수
있다고 보고한 바 있으며(4), 현재 이를 이용한 임상시험
이 진행 중에 있다(5). 본 연구팀에서도 E 1B55kDa 유전자
가 돌연변이된 아데노바이러스 YKL-1을 개발하여 이들이
p53 유전자의 변형이 일어난 암세포에서만 증식하여 암세
포를 선택적으로 살상 가능함을 보고한 바 있다(6,7). 하지
만 , YKL-1과 dl1520을 비롯한 여러 E 1B55kDa 유전자가
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변형된 아데노바이러스들의 종양 특이적 살상능은 야생
형 아데노바이러스보다 현격히 낮아 , 임상에 효과적으로
적용하기 위해서는 이들의 세포 살상능이 개선되어져야
한다 .
아데노바이러스의 초기 발현유전자인 E 1B 유전자는
E1B 19kDa과 E 1B55kDa으로 이루어져 있으며 , 이들 중
E1B 19kDa 단백질은 강력한 세포고사(apoptosis) 억제제로
서 Bcl-2와 염기서열 및 그 기능이 유사하다(8). E 1B 19kDa
단백질은 아데노바이러스의 초기 발현 유전자인 E 1A에
의해 유도되는 세포고사를 억제하는 물질로 잘 알려져 있
으며 , 여러 사람의 종양세포들에서 p53에 의하여 유도되
어지는 세포고사도 억제시킨다는 결과가 보고되었다
(9,10). 또한 , 성장 인자의 제거나 방사선 치료, 또는 항암
제에 의해 유도되는 세포고사를 억제하는 데 있어서
E1B 19kDa과 Bcl-2가 기능적으로 같은 역할을 할 수 있음
이 보고된 바 있다(11). 세포사에 관한 최근의 연구들에
의하여 밝혀진 바와 같이 , 여러 항암제에 의한 세포 사멸
은 주로 세포고사에 의해 이루어지며, 이들에 의한 항암
효과는 암세포에서의 세포고사 기작이 정상일 때만이 효
과적이다 . 이러한 배경 하에, cisplatin이나 paclitaxel과 같
은 항암제를 세포고사를 유도할 수 있는 Bax 유전자가 삽
입된 아데노바이러스와 함께 투여하여 항암효과를 개선
하려는 시도도 최근에 이루어지고 있다(12). 하지만, 이러
한 통합 치료에 이용되는 아데노바이러스는 E1B 유전자
가 원상태로 그대로 보존되어 E 1B 19kDa 단백질이 여러
항암제에 의해 유도되는 세포고사를 억제하여 항암 효과
를 저해시킬 수 있다 . 그러므로 , E 1B 19kDa 단백질의 기능
이 선택적으로 소실된 증식 가능 아데노바이러스가 개발
되어진다면, 아데노바이러스의 증식에 따른 세포괴사 뿐
아니라 세포고사를 동시에 유도할 수 있어 암세포 살상능
이 배가될 수 있으며 , 이는 또한 세포고사를 유도하는 여
러 항암제와의 통합치료를 통해 항종양 효과를 더욱 개선
시킬 수 있을 것이다 .
아데노바이러스 E 1B 유전자의 또 다른 단백질인
E1B55kDa는 p53과 결합하여 그 기능을 억제하여 아데노
바이러스의 증식에 따른 감염세포의 살상을 유도한다(4).
이러한 p53의 불활성화를 유도하는 기능 외에도 , E 1B55-
kDa은 아데노바이러스 mRNA의 세포질로의 이동 및 아데
노바이러스의 구성 단백질의 합성을 촉진하며 , 동시에 숙
주세포의 mRNA의 세포질로의 이동이나 숙주세포의 단백
질 합성을 저해한다(13,14). 따라서 E 1B55kDa의 기능이 소
실된 증식 가능 아데노바이러스는 아데노바이러스의 효
과적인 복제에 필요한 E1B55kDa이 소실되어 암세포내에
서의 바이러스 증식이 제한되게 일어날 수 밖에 없어 저
하된 세포살상능을 나타내고 이로 인한 항종양 효과가 저
하되는 것으로 추정된다 .
아데노바이러스의 E 1B 19kDa의 세포고사 억제제로서의
역할이나 E1B55kDa의 바이러스 복제에 관련된 기능들이
개별적으로 보고된 적은 있으나(9∼11,13,14), 이들 E 1B
유전자들의 여러 조합에 따른 아데노바이러스의 암세포
살상능 및 항암 효과의 체계적인 비교·분석은 아직 보고
되고 있지 않다 . 이에, 본 연구에서는 아데노바이러스의
초기 발현 유전자인 E 1B의 구성 유전자들인 19kDa과
55kDa들을 여러 가지로 조합하여 이들에 의한 아데노바
이러스의 생산능과 세포살상능을 체계적으로 비교·분석
하고자 하였다 . 즉, E 1B 19kDa 단백질의 기능 상실에 의한
세포살상능의 증폭 가능성과 E 1B55kDa 유전자의 존재
유·무에 의한 바이러스의 생산능과 세포살상능을 체계
적으로 비교함으로서 증식 가능 재조합 아데노바이러스
의 전체적인 효율성을 평가하고자 본 연구를 계획하였다 .
대상 및 방법
1) 대상 세포주 및 세포 배양
실험에 사용된 세포주들은 인체 간암 세포주(SK-Hep 1,
Hep3B), 뇌암 세포주(U343, U-251N), 폐암 세포주(A549),
그리고 아데노바이러스 초기 발현 유전자인 E 1부위가 숙
주유전체내에 내재되어 있는 293 세포주이며 , 모두 ATCC
(American Type Culture collection, Manassas, VA)에서 구입
하였다. 모든 세포주들은 10%의 우태아혈청(GIBCO, Grand
Island, NY)을 포함하는 DMEM 배양액으로 항생제 peni-
cillin/streptomycin (GIBCO)을 첨가하여 5% CO2의 존재 하
에 37o C 항온 배양기에서 배양하였다 .
2) 재조합 아데노바이러스들의 제작 , 바이러스 생산
및 역가 산출
아데노바이러스의 E 1B 19kDa과 E 1B55kDa 유전자가 결
실된 재조합 아데노바이러스 셔틀벡터 p E 1B 19/55를 제
작하기 위해 먼저 E 1A 유전자만을 포함시킬 수 있는
primer set를 제작해 아데노바이러스 E 1 셔틀벡터인 pXC 1
(Microbix, Ontario, Canada)을 주형 DNA로 하여 poly-
merase chain reaction (PCR)을 수행하였으며 , sense primer
로 5'-TTATTGGATCCTTTGTCTAGGGCCGCGGG-3'와 anti-
sense primer로 5'-CCAGGATCCAGATCTCCCCATTTAA-
CACGCCATGC-3'을 사용하였다. 생성된 PCR 산물을 BamHI
으로 절단한 후 pCA 14 BglII 부위에 cloning시켜 p
E 1B 19/55 플라즈미드를 제작하였다 . E 1B 19kDa 유전자의
염기서열 중 개시 코돈이 종료 코돈으로 치환된 p
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E1B 19kDa 셔틀 벡터를 제작하기 위해서는, 먼저 pXC 1을
XbaI과 BamHI 제한효소로 절단 시켜 얻어진 1.3 kb DNA
절편을 pSP72 클로닝벡터에 삽입시킨 후 sense primer로
5' -GTTACATCTGACCTCCTGTAGGCTAGCGAGTGTTTG
GAAG-3'와 antisense primer로 5' -CTTCCAAACACTCG-
CTAGCCTACAGGAGGTCAGATGTAAC-3'를 이용하여 site-
directed mutagenesis (Stratagene, La Jolla, CA)를 시행하였
다 . 제조된 primer 내에는 E1B 19kDa 유전자 개시 코돈을
종료 코돈으로 바꾸는 돌연변이가 유도되었으며 새로이
생성된 pSP72/pXC 1/ 1.3kb/ 19mt 플라즈미드는 sequencing
을 통해 mutagenesis 여부를 확인하였다 . 돌연변이 시킨
pSP72/pXC 1/ 1.3kb/ 19mt 플라즈미드를 XbaI과 BamHI으로
다시 절단하고 pXC 1 내에 재 삽입시켜 p E 1B 19kDa 셔틀
벡터를 제작하였다 . 그리고 E 1B55kDa 유전자가 결실된
Ad- E 1B55kDa 제작은 본 연구팀에서 이미 보고한 바 있
다(10). 제작된 각각의 셔틀벡터는 XmnI 제한효소로 절단
된 뒤 BstBI 제한효소로 단일가닥이 된 아데노바이러스
vmdl324Bst (Swiss의 Fribourgh 대학의 Verca 박사로부터
얻음)와 함께 대장균 BJ5 183에서 동시 형질 전환시켜 유
전자 상동 재조합(homologous recombination)을 유도하였다
(Fig. 1)(15). 상동 재조합된 플라즈미드 DNA를 수득하여
HindIII 제한효소로 처리하여 E 1B 19kDa과 E 1B55kDa 두
유전자 모두 결실된 Ad-p E 1B와 E1B 19kDa 유전자에 개
시 코돈이 종결 코돈으로 치환된 Ad-p E1B 19 생성물을
확인하였다 . 각각의 재조합 아데노바이러스 플라즈미드를
PacI으로 절단한 뒤 293 세포주에 형질 전환하여 Ad-
E1B 19/55와 Ad- E 1B 19 재조합 아데노바이러스를 생산하
였다 . 대조군 바이러스인 증식 불능 아데노바이러스 Ad-
E1, 야생형 재조합 아데노바이러스 Ad-WT는 각각 pCA14,
pXC 1 (Microbix)을 셔틀벡터로 이용해 동일한 방법으로
제작하였다 . 각각의 재조합 아데노바이러스는 293 세포주
에서 증식시켜 limiting dilution 또는 plaque assay로 바이러
스의 역가를 결정하였다(16).
3) 재조합 아데노바이러스들의 유전체 분리와 PCR 분석
간암 세포주인 Hep3B에 Ad- E 1, Ad- E 1B 19/55, Ad-
E 1B 19, Ad- E 1B55, 그리고 Ad-WT 아데노바이러스를
multiplicity of infection (MOI) 10으로 각각 감염시키고 48
시간 후 genomic isolation kit (Qiagen, Santa Clarita, CA)로
바이러스 유전체(genome)를 회수하였다 . 수득한 아데노바
이러스 유전체를 주형으로 하고 E1A, E 1B 19kDa, 그리고
E 1B55kDa 유전자를 특이적으로 증폭할 수 있는 primer set
들을 이용하여 PCR을 수행한 뒤 , 각각의 E 1A, E 1B 19,
E 1B55kDa에 대한 PCR product들을 섞어서 하나의 electro-
phoresis well에 loading하여 전기영동하였다 .
4) Immunoblotting 분석
뇌암 세포주 U343에 Ad- E 1, Ad- E 1B 19/55, Ad- E 1B 19,
Ad- E 1B55, 그리고 Ad-WT 바이러스를 각각 MOI 10으로
감염시키고 48시간 후 감염된 세포를 회수하여 lysis
buffer (50 mM HEPES containing 0.15 M NaCl, 0.5%
Nonidet P-40 and protease inhibitors: PMSF, TLCK and
TPCK)로 세포를 해리시키고 SDS-PAGE (sodium-dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 전기영동을 시행
Fig. 1. Schematic representation of three E 1B mutant adenoviruses, Ad- E 1B19, Ad- E 1B55, and Ad- E 1B19/55, along
with Ad- E 1 and Ad-WT. Ad- E 1 is whole E 1 region deleted; Ad- E 1B19 contains the normal E 1A and
E 1B55kD, but is E1B 19kD translation initiation codon mutated; Ad- E 1B55 contains the normal E 1A and
E 1B19kD, but is E1B55kD deleted; Ad- E 1B 19/55 contains E1A, but is E 1B19kD and E 1B55kD deleted.
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하였다 . 전기영동 후 gel에 있는 단백질들을 PVDF
membrane에 electro-transfer한 뒤 E 1A 단백질(sc-430; Strata-
gene, CA)과 E 1B 19kDa 단백질(DP 17; Oncogene, Uniondale,
NY)을 특이적으로 인지하는 항체들을 각각 일차 항체로
hybridization 시키고 각 일차항체에 대한 이차항체를 다시
hybridization 시킨 후 ECL (Amersham, Buckinghamshire,
UK) 방법으로 X-선 필름에 감광시켜 mambrane 상의 단백
질과 항체와의 결합여부를 조사하고 각 단백질의 발현양
상을 확인하였다 .
5) 재조합 아데노바이러스의 증식 및 세포살상능 검증
재조합 아데노바이러스의 암세포에 대한 세포 살상능
력을 검증하기 위하여 인체 간암 세포주(SK-Hep 1, Hep3B),
뇌암 세포주(U343, U-25 1N), 폐암 세포주(A549), 그리고
양성 대조군으로 아데노바이러스 E 1부위가 숙주 유전체
에 내재되어 있는 293 세포주를 MOI 10, 1, 0.1의 Ad- E 1,
Ad- E 1B 19/55, Ad- E 1B 19, Ad- E 1B55, 그리고 Ad-WT 재
조합 아데노바이러스로 각각 감염시켰다 . 다섯 종류의 바
이러스 중 어느 한 바이러스가 0.1 MOI의 역가에서 감염
세포를 완전히 사멸시킨 시점에 모든 배지를 제거하고
0.5% crystal violet (50% methanol)으로 잔존한 세포들을 고
정시키고 염색한 후 분석하였다 .
6) Plaque 크기에 따른 바이러스 증식능 비교
아데노바이러스 E 1부위가 숙주 유전체에 내재되어있는
293 세포주 , 간암 세포주 Hep3B, 그리고 뇌암 세포주
U343을 6well plate에 각각 70∼90% confluency로 plating하
고 Ad- E 1, Ad- E 1B 19, 또는 Ad-WT 바이러스들을 1× 102
pfu/ml의 농도로 2시간 동안 감염시킨 후 37oC의
2×DMEM (10%의 우태아 혈청)과 항생제 penicillin/strepto-
mycin 포함)를 42o C의 1.4% agarose와 섞은 Agarose-
DMEM 혼합액을 바이러스가 제거된 감염된 세포주위에
첨가하여 상온에서 고체화한 후 37o C, 5% CO2 항온 배양
기에서 배양하였다 . 배양 후 약 10일 경에 plaque의 크기
를 확인한 후 agarose overlay 위에 10% TCA (Trichloro
acetic acid)를 1 ml 넣고 30분 동안 방치한 후 agarose
overlay를 제거하고 0.5% crystal violet (50% methanol)으로
고정시키고 염색하였다 .
7) 전자현미경을 통해 살펴본 바이러스의 증식
인체 간암 세포주 Hep3B를 75T flask에 90% confluency
로 plating하고 Ad- E 1B 19와 Ad-WT를 각각 10 MOI 씩 감
염시켰다 . 이틀 후 원심분리하여 감염된 세포들을 회수하
여 2% glutaraldehyde에 2시간 고정한 뒤 0.1 M cacody-
late-HCl (pH 7.4)에 용해시킨 1% OsO4에 1시간 고정하였
다 . 표본을 에탄올로 탈수한 뒤 Epon에 포매하고 절편을
만들어 전자현미경으로 관찰하였다 .
8) TUNEL 방법을 통한 세포내 고사 (apoptosis) 관찰
A549 세포주(2× 104 cell)를 chamber slide에 분주하고 각
각의 바이러스를 10 MOI로 감염시키고 4일 후 배지를 제
거한 뒤 ApopTag Kit (Intergen, Purchase, NY)을 이용해
TUNEL assay를 시행하고 diaminobenzidine (DAKO, Car-
pinteria, CA)을 첨가한다 . 세포들이 갈색으로 변하는 것이
육안으로 확인되면 증류수로 3회 씻어내고 0.5% methyl
green으로 10분간 염색한다 . 다시 증류수로 3회 씻어낸 후
cover glass로 고정시켜 현미경으로 관찰하였다 .
결 과
1) E1B 변이 재조합 아데노바이러스들의 유전자 구
성과 단백질 발현 양상 조사
E 1B 19kDa과 E 1B55kDa 유전자가 서로 다르게 조합된 3
개의 증식 가능 아데노바이러스 Ad- E1B 19/55, Ad-
E 1B 19, 그리고 Ad- E 1B55를 제작한 후 , 이들 재조합 아데
노바이러스들의 유전체내 E1유전자의 구성을 확인하기
위해 E 1A, E 1B 19kDa, 그리고 E 1B55kDa 유전자들에 대한
특정 primer set을 각각 이용하여 PCR을 수행하였으며 , 이
들 아데노바이러스에 의해 발현되는 E 1 단백질의 발현 양
상을 검증하기 위해 immunoblotting을 시행하였다 . 먼저
간암 세포주인 Hep3B에 상기한 세 종류의 E 1B 재조합 아
데노바이러스들과 음성 대조군으로 Ad- E 1 그리고 양성
대조군으로 Ad-WT을 각각 MOI 10으로 감염시킨 후 세포
로부터 바이러스 유전체를 회수해 그것을 주형 DNA로 하
여 각각의 특이 primer로 PCR하여 증폭된 산물의 존재 여
부와 크기를 분석하였다(Fig. 2A). 음성 대조군인 Ad- E 1
로 감염된 세포에서는 어떠한 PCR 산물도 생성되지 않았
으며, Ad- E 1B 19/55의 경우는 E 1B 19kDa과 E 1B55kDa 유
전자들이 소실되어 있어 E 1A 특이 산물(479 bp)만이 생성
되었다 . Ad- E 1B55로 감염된 세포에서는E 1A (479 bp)와
E 1B 19 (429 bp) 유전자에 대한 PCR 산물들이 생성되었지
만 , E 1B55kDa 유전자의 소실로 E 1B55kDa에 대한 특정
primer set에 의해서는 PCR 산물이 생성되지 않았음을 확
인하였다 . E 1B 19kDa의 유전자는 존재하나 개시 코돈이
종결 코돈으로 치환 돌연변이된 Ad- E 1B 19와 양성 대조
군인 Ad-WT로 감염된 세포에서는 E 1A (479 bp), E1B 19
(429 bp), 그리고 E1B55 (338 bp)에 대한 특이 PCR 산물들
이 모두 생성되었다(Fig. 2B).
504 Ca nce r Re s e a rch a nd Tre atme nt 200 1;33 (6)
이들 각각의 재조합 아데노바이러스의 유전자 구성을
단백질 수준에서 검증하기 위하여 , 상기한 다섯 종류의
바이러스에 의해 각각 감염된 U343 뇌암 세포주로부터
모든 단백질들을 회수하여 E 1A와 E 1B 19kDa 단백질들의
발현 양상을 immunoblotting을 시행하여 확인하였다(Fig.
2C). E1A 단백질은 E 1 전체 부위가 소실된 음성대조군인
Ad- E 1을 제외한 4가지 종류의 아데노바이러스들에 의해
감염된 세포 모두에서 발현되었다 . Ad- E 1B55와 Ad- WT
에 의해 감염된 세포에서는 E 1B 19kDa 단백질이 발현되었
으나, E1B 19kDa 유전자가 소실된 Ad- E 1B 19/55와
E 1B 19kDa 유전자의 개시코돈이 돌연변이 되어 있는 Ad-
E 1B 19로 감염된 세포에서는 E 1B 19kDa 단백질이 전혀 발
현되지 않음을 확인 할 수 있었다 . 또한 음성대조군인 Ad-
E 1으로 감염된 세포에서도 E1B 19kDa 단백질이 발현되
지 않음을 관찰할 수 있었다 . 이상과 같은 재조합 아데노
바이러스들의 유전자 구성 및 이에 따른 단백질 발현 양
상은 제작한 E1B 변이 재조합 아데노바이러스가 본 연구
의 목적에 맞게 제작되었음을 의미한다 .
2) 여러 종류의 암 세포에 대한 재조합 아데노바이러
스들의 세포 살상능 검증
제작된 E 1B 변이 재조합 아데노바이러스들인 Ad-
E 1B 19/55, Ad- E 1B 19, 그리고 Ad- E 1B55 의 암세포 살상
능을 비교 검증하기 위하여 , 대조군으로서 Ad- E 1과
Ad-WT을 함께 여러 종류의 암 세포주들을 감염시켜 세포
살상 정도를 관찰하였다 . 사용된 인체 암 세포주들로서는
간암 세포주(SK-Hep1, Hep3B), 뇌암 세포주(U343, U251N),
그리도 폐암 세포주(A549)들이며, 이들을 각각 MOI 10, 1,
0.1의 역가로 상기한 다섯 종류의 아데노바이러스로 감염
시켰다 . Fig. 3에서 보듯이 음성 대조군인 복제불능 아데
노바이러스 , Ad- E 1으로 감염된 암세포들에서는 세포 살
상효과가 관찰되지 않았으나, 대조군 세포주인 E 1A 와
E 1B 단백질이 발현되는 293 세포주에서는 다섯 종류 바
이러스 모두가 유사한 살상효과를 나타내었다 . 본 연구에
이용된 모든 종양 세포들에서 , 투여된 바이러스의 역가로
비교할 때 Ad- E 1B 19가 야생형 바이러스에 비해 약 5∼
10배 정도 높은 효율의 세포살상효과를 나타내었으며, 또
한 Ad- E 1B 19/55와 Ad- E 1B55에 비해서는 약 10-100배
이상의 높은 효율로 세포들을 사멸시키는 결과를 확인할
수 있었다(Fig. 3). 이상과 같은 결과들은 본 연구에서 제
작한 여러 E 1B 변이 재조합 아데노바이러스들 중 Ad-
E 1B 19의 세포 살상능 및 세포살상 속도가 가장 우수하고
빨랐음을 의미한다 .
3) Plaque 크기에 따른 재조합 아데노바이러스들의
세포살상능 비교
아데노바이러스의 증식과 세포살상 , 그리고 주변세포로
바이러스가 퍼져나가는 것을 가시적으로 검증하기 위하
여 , 고체배지에서 아데노바이러스의 증식과 이에 따른 세
포살상으로 형성되는 plaque의 진행속도를 관찰하였다 .
Fig. 4에서 보는 바와 같이 복제에 필요한 E 1 단백질이 제
공되어지는 293 세포주에서는 각 바이러스들의 E 1 유전
Fig. 2. (A) The E 1 region specific primer sets corresponding to
E1A, E 1B 19kD, and E 1B55kD are shown below the
diagram of E1 region of adenovirus genome. Each ex-
pected size of PCR products is 479 bp, 429 bp and 338
bp, respectively. (B) PCR product analysis of E 1B
mutant adenoviruses. Left, Marker (Life Technologies,
Inc.), 1-kb DNA ladder. The presence of each PCR
product verified the presence of the E 1A, E1B 19kD, or
E1B55kD gene. (C) Detection of the E 1A and E1B 19kD
protein by Western blot analysis. Twenty-four hours
after infection, total protein from U343 cells infected
with Ad- E1, Ad- E 1B 19, Ad- E 1B55, Ad- E 1B19/55,
or Ad-WT at a dose of 10 MOI, were analyzed with
anti-E 1A or anti- E 1B19 antibody as described in
Materials and Methods.
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Fig. 4. Plaque morphology of Ad-
E 1, Ad- E 1B19, and Ad-WT
on 293, Hep3B, and U343
cells. After 4 hr adsorption
period, plates were overlayed
with agarose and incubated.
At 10 days post infection, the
agarose overlay was
removed. Then, the cells
were stained with crystal
violet, and plates were
photographed. Ad- E 1B 19




Ad- E 1 did not develop any
plaque except on E1 com-
plementing cell line 293.
Fig. 3. CPE effects of replicating adenoviruses in vitro. Monolayers of cells were infected at an MOI of 0.1 to 10 with di
adenoviruses, as indicated above the columns. Replication incompetent adenovirus Ad- E 1 and wild type aden
Ad-WT served as controls. When cells infected with any kind of adenoviruses were completely lysed, cells rem
on the plates were fixed and stained with crystal violet.
506 Ca nce r Re s e a rch a nd Tre atme nt 200 1;33 (6)
자의 구성과는 무관하게 Ad- E 1, Ad- E 1B 19, 그리고
Ad-WT들이 모두 같은 크기의 plaque를 형성하였다 . 그러
나 Hep3B와 U343 암세포를 대상으로 감염시켰을 때에는
복제 불능 아데노바이러스인 Ad- E 1는 plaque을 전혀 형
성하지 못하는 반면 Ad- E 1B 19는 Ad-WT보다 크기가 현
저하게 큰 plaque를 형성하였으며 같은 역가의 바이러스
를 첨가하였음에도 보다 많은 개수의 plaque를 형성하였
다. 그러나, Ad- E 1B19/55나 Ad- E1B55로 감염된 Hep3B,
U343 세포에서는 Ad-WT으로 형성된 plaque 보다 훨씬 더
작은 크기의 plaque들이 형성되었다(data not shown).
4) 재조합 아데노바이러스에 감염된 암세포의 전자현
미경적 소견
Plaque의 광학 현미경 소견상에서 , Ad- E 1B55 또는
Ad-WT 감염에 의해 사멸되어지는 세포들은 배양 플레이
트 바닥으로부터 둥글게 형성되어져 떨어져 나가는 전형
적인 아데노바이러스에 의한 세포사의 형태를 보였으나 ,
Ad- E 1B 19/55 또는 Ad- E 1B 19로 감염된 세포들은 CPE
주변 세포들의 세포막이 찢겨진 형태로 사멸되어 가는 것
이 관찰되었다(Fig. 5). 따라서 , 이러한 다른 양상의 세포
사를 보다 면밀히 관찰하기 위하여, Ad- E 1B 19 또는
Ad-WT로 감염된 Hep3B 세포를 전자현미경으로 관찰하였
다 . Fig. 6에서 보는바와 같이 바이러스로 감염시키지 않
은 Hep3B에서의 핵이나 세포 내 다른 소 기관들은 정상
적인 모양을 갖추고 있었다 . Ad-WT으로 감염된 세포의
경우도 세포 내 소 기관들이 정상적인 형태를 갖추고 있
었으며, 핵 내에 고루 퍼져 있는 바이러스 입자들을 쉽게
관찰할 수 있었다 . 그리고 세포막이나 핵막 역시 감염시
키지 않은 세포처럼 잘 보존되어 있었으며 전반적으로 아
데노바이러스 감염 시 나타나는 전형적인 세포 구조를 보
였다(17). 반면 Ad- E 1B 19로 감염된 세포는 세포 내 소 기
관들의 형태를 구별하기 힘들었으며 세포막이나 핵막 또
한 심하게 찢겨져 있는 괴사의 전형적인 모습이 관찰되기
도 하였으나 염색질들이 덩어리지면서 핵막 쪽으로 심하
게 밀리는 세포고사의 특징적 단면을 보여주고 있었다
(18). 그러나 세포고사의 또 다른 특징인 세포막의 쭈그러
짐 현상이나 세포 고사체들은 발견할 수 없었다 . Ad-WT
으로 감염된 세포에서도 염색질이 덩어리져 핵막 쪽으로
이동된 모습을 발견할 수 있었으나 아주 낮은 빈도였고
비정상적으로 핵이 비대해져 있음을 관찰할 수 있었으나
대부분의 염색질은 핵막 내에서 고루 퍼져 거의 정상적인
핵 모양을 보여주고 있었다 .
5) TUNEL 분석을 통한 Ad- E1B19에 의한 세포사
기작 검증
아데노바이러스 감염 후 E 1A 단백질이 숙주세포 내에
서 발현되면 , p53이 활성화되어 세포성장 중지(Go -G 1
arrest) 또는 세포고사(apoptosis)를 초래하게 되는데(19), 이
때 아데노바이러스는 E 1B 19kDa 단백질을 발현하여 Bax
와 Caspase 같은 세포고사를 직접, 또는 간접적으로 유도
하는 단백질들과 결합하거나 이들 단백질들을 유도하는
기작을 방해해 세포고사를 억제하는 결과들이 보고된 바
있다(20). 본 연구에 사용된 복제 가능한 4종류의 바이러
스들인 Ad- E 1B 19/55, Ad- E1B 19, Ad- E1B55 그리고
Ad-WT이 실제로 E1B 19kDa 단백질에 의존적으로 세포 내
고사를 억제하는지 알아보기 위해 세포고사의 특징인
DNA 절편화를 조사해 보았다 . 각각의 증식 가능 아데노
바이러스를 MOI 10으로 A549 폐암 세포주에 감염한 4일
후 TUNEL assay를 시행하여 세포 내 DNA 절편화를 관찰
하였다. 이때, 세포고사 유도화학물질인 Camptothecin (CPT)
을 1 M 처리한 A549 세포주를 양성 대조군으로 사용하였
다 . Ad-WT에 의해 감염된 경우는 약 5% 미만의 세포들
Fig. 5. Morphology of A549 cells infected with Ad- E1 (A), Ad- E 1B 19 (B), or Ad-WT (C). Infections were performed at an MOI of
10 as described in Materials and Methods. Micrographs of infected cells were taken at 4 days post infection.
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Fig. 6. Electron micrographs of uninfected (A, D) and infected Hep3B cells with Ad- E 1B 19 (B, E) or Ad-WT (C,
F) at 2 days post infection. Cells were infected at an MOI of 10 as described in Materials and Methods. Typical
morphologies are shown. Original magnification were ×4,400 (A, B, C) and ×20,000 (D, E, F).
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이 진한 갈색으로 염색된 반면 , Ad- E1B 19의 경우는 70∼
80% 정도의 세포들이 진한 갈색으로 염색되어 E1B 19kDa
단백질을 발현하는 Ad-WT에 의해 감염되었을 때 보다 훨
씬 높은 빈도로 세포고사가 진행되고 있음을 확인할 수
있었다(Fig. 7). Ad- E 1B 19/55의 경우는 Ad- E1B 19보다는
낮은 빈도(30%)로 염색되었지만 , Ad-WT과 Ad- E 1B55에
비해서 높은 빈도의 세포고사를 보여주었으며 , Ad-
E1B55의 경우는 Ad-WT과 같이 거의 염색이 되지 않았다
(data not shown). 이로써 세포고사 억제제의 기능을 하는
것으로 알려진 Ad-E 1B 19kDa 단백질의 존재 유무에 따라
각 바이러스들에 의해 유도되어지는 세포사의 진행경로
가 달라짐을 관찰할 수 있었으며 , Ad- E 1B 19kDa 발현이
되지 않는 Ad- E 1B 19가 암세포 내에서 자가 증식하여 암
세포를 살상할 뿐만 아니라 세포고사를 함께 유도함으로
써 보다 빠른 살상효과를 초래한다는 결과를 간접적으로
검증할 수 있었다 .
고 찰
증식 가능 재조합 아데노바이러스가 새로운 암 유전자
치료법으로 대두된 이후 현재 이를 이용한 임상시험들이
활발히 진행되고 있다 . 암세포 내에서 복제하여 주변으로
확산하여 그 치료효과가 도미노 현상과 같이 계속 퍼져나
갈 수 있는 이점이 있는 증식 가능 아데노바이러스는 기
존의 일세대 아데노바이러스인 증식 불능 아데노바이러
스보다 유전자 전달효율이 우수하나, 야생형 아데노바이
러스에 비해 암세포 살상력이 현격히 낮은 단점이 있다
(5∼7). 최근에 이루어진 초기 임상시험에서 증식 가능 아
데노바이러스가 인체에 안전하며 항종양 효과를 나타낸
다는 것이 밝혀졌지만, 낮은 암세포 살상능으로 고농도의
아데노바이러스를 인체에 반복적으로 투여하여야 하고
기존의 다른 항암요법들과 함께 병용치료를 하여야 하는
Fig. 7. TUNEL assay of A549 cells. At 4 days after treatment without (A) or with 1 M of camptothecin (B), or infection with Ad- E 1B19
(C) or Ad-WT (D) at an MOI of 10, apoptotic cells were detected by labeling with DAB (3,3' -diaminobenzidine) using terminal
deoxynucleotidyl transferase (counter-stained with methyl green).
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제한점들이 대두되었다(2 1). 이러한 한계점들을 극복하기
위한 한 방안으로 본 연구에서는 아데노바이러스의 E 1B
구성 유전자들인 E 1B 19kDa와 E1B55kDa를 각기 다르게
조합한 E 1B 변이 재조합 아데노바이러스들을 제작하여
세포 살상능을 체계적으로 비교 분석하였다 .
아데노바이러스가 정상세포를 감염하면, 감염된 세포는
종양 억제 단백질인 p53을 활성화시켜 바이러스의 증식을
억제하는데 이때 E 1B55kDa 단백질이 p53 단백질과 결합
하여 그 기능을 억제하는 역할을 하며, 이에 따라 야생형
아데노바이러스는 활발하게 증식을 하여 궁극적으로 감
염세포의 살상을 유도한다 . 하지만 E 1B55kDa 유전자가
소실된 재조합 아데노바이러스가 정상세포를 감염하면
이들 세포에 있는 p53의 비활성화를 유도할 수 없어 바이
러스의 증식이 억제되지만 , p53이 유전적으로 변형되어
있거나 기능이 억제되어 있는 여러 암세포들에서는 바이
러스의 증식이 활발하게 일어나게 되어 궁극적으로 암세
포 특이적 살상을 유도하게 된다(4∼7). 이러한 사실들을
바탕으로 E1B55kDa 유전자의 기능이 소실된 재조합 아데
노바이러스들이 항종양 아데노바이러스로 개발되기 시작
하였으며 , 본 연구실에서도 E 1B55kDa 유전자가 소실된
YKL-1을 개발하여 암세포 특이적 증식 및 살상효과를 보
고한 바 있다(6,7).
하지만, E 1B55kDa 유전자가 부분 결실된 YKL-1 또는
dl 1520 (ONYX-015) 재조합 아데노바이러스들은 p53 자체
적 돌연변이나 결실, 또는 mdm2의 과다발현(22), HPV
(Human Papiloma Virus) 등의 감염으로 인한 E6 단백질의
발현(23), 그리고 p 14ARF의 돌연변이 등으로 종양억제 단
백질인 p53이 비활성화된 암 세포주들에서 선택적인 항
종양 효과를 보이긴 하나(24), E 1B55kDa 단백질이 결실되
어 있어 바이러스 mRNA의 핵막으로의 이동이나 부수적
인 다른 기능들을 수행하지 못해 실제로 낮은 효율의 아
데노바이러스 증식이 일어나 그 치료효과가 제한되고 있
다 . 즉 , E 1B55kDa는 아데노바이러스의 효과적인 복제에
필요한 유전자로서 이것이 소실된 재조합 아데노바이러
스는 암세포 내에서의 바이러스 증식이 제한되게 일어날
수밖에 없어 이로 인한 항종양 효과가 감소될 수 있다 . 본
연구팀에서 제작한 종양 특이적 살상 아데노바이러스인
YKL-1 역시 개개의 종양세포에서 생산되는 바이러스의
역가가 야생형 아데노바이러스에 비해 낮았으며 결과적
으로 세포 살상능이 야생형 아데노바이러스보다 현격히
감소되었다(6,7). 따라서, E 1B55kDa 유전자의 소실은 암세
포에 대한 특이적 살상능을 부여하는 큰 이점으로 작용하
지만 , 이로 인한 바이러스 복제능과 생산능이 저하되어
이에 따른 세포 살상능의 감소는 항종양 효과를 감소시키
는 단점이 될 수 있다 .
이러한 추론은 본 연구의 E 1B55kDa이 소실된 두 개의
E 1B 변이체인 Ad- E 1B 19/55와 Ad- E 1B55들의 세포 살상
능이 야생형 아데노바이러스인 Ad-WT과 E1B 19kDa의 기
능이 특이적으로 상실된 Ad- E 1B 19에 비해 현저히 낮았
던 결과를 통해서도 확인할 수 있었다 . 이러한 결과들은
암치료용 재조합 아데노바이러스의 효과적인 증식과 이
에 따른 암세포살상을 유도하기 위해서는 E 1B55kDa의 기
능이 필요하다는 것을 의미한다 .
증식 가능 아데노바이러스를 이용한 유전자치료의 효
과적인 항종양 효과를 개선하기 위해서는 빠른 속도로 성
장해 나가는 종양에 대해 보다 빠른 바이러스의 증식과
효과적인 살상효과를 유발시킴으로써 앞서 기술한 단점
들을 극복할 수 있어야 한다 . 본 연구의 세포 살상능을 검
증하는 실험에서는 Ad- E 1B 19가 다른 E 1B 변이체들 보다
여러 인체 암 세포주들에서 훨씬 월등한 세포살상을 유도
하였으며, 종양세포를 효율적으로 살상하는 빠른 증식과
주위 암 세포들로 효과적으로 확산되어나가는 사실을 검
증하기 위한 plaque 형성 검증 실험에서도 주변세포로의
빠른 확산으로 야생형 아데노바이러스에 비해 더 크고 더
많은 개수의 plaque들을 형성하는 것을 관찰할 수 있었다
(Fig. 4). 또한 , 강력한 세포고사 억제제인 E 1B 19kDa 단백
질의 결손에 의한 세포고사가 증폭됨을 TUNEL assay를
통하여 검증하였으며, 전자 현미경을 이용한 세포형태 관
찰에서도 Ad- E 1B 19에 의해 감염된 세포들이 세포고사의
활성으로 야생형 아데노바이러스에 의해 감염된 경우보
다 훨씬 빠른 속도로 살상되었으며 염색질이 덩어리져서
핵막 쪽으로 밀리는 것과 같은 세포고사의 특징을 부분적
으로 볼 수 있었다 . 이와 같은 결과들은 E 1B 변이 아데노
바이러스인 Ad- E 1B 19가 바이러스의 증식에 의한 세포살
상 뿐만 아니라 감염시 유도되는 E 1A 단백질의 발현에
의한 세포내 고사를 활성화하여 배가된 세포살상효과를
나타내는 것을 의미한다 .
결론적으로, 아데노바이러스의 E 1B 19kDa 단백질이 결
실된 Ad- E 1B 19는 다른 여러 E 1B 변이체 아데노바이러스
들 보다 현격히 높은 세포살상효과를 나타내었으며 , 이는
바이러스 증식에 관여된 E 1B55kDa의 역할로 세포 내에서
의 바이러스 증식이 활발히 일어나고 E 1B 19kDa 단백질의
결실에 의한 세포고사를 함께 유도함으로서 보다 빠른 살
상효과를 초래한다는 것을 의미한다 . 즉, 바이러스의 증식
에 관련된 E 1B55kDa 유전자의 중요성을 본 연구를 통하
여 알 수 있었다 . 하지만 이는 또한, E 1B55kDa 유전자가
증식 가능 아데노바이러스의 유전체에 재 도입되어 암세
포 특이적 살상능이 결여되는 단점이 된다 .
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암세포에 대한 특이성의 부여는 E 1B55kDa 유전자의 결
실 외에도 다른 여러 가지 방법으로 이루어질 수 있는데 ,
E1A 유전자의 Rb의 결합부위를 결실시켜 Rb 유전자가 변
이된 암 세포 내에서의 특이적 증식을 유도하고 이에 따
른 암세포 특이적 세포 살상능을 부여할 수 있다 . 또한,
아데노바이러스의 복제에 필수적인 유전자인 E 1A의 프로
모터를 암세포 특이적 프로모터로 치환하여 암세포 특이
적 증식과 살상능을 부여할 수 있고, 아데노바이러스의
파이버 부분을 변형시켜 암 세포막에 다량 발현되어 있는
특정 수용체를 통하여 감염이 가능하도록 하여 암세포 특
이적 증식을 유도할 수 있다 . 현재 본 연구실에서도 상기
한 여러 가지 방법들에 의하여 Ad- E 1B 19 바이러스에 암
세포 특이적 살상능을 부여하려는 시도가 진행 중에 있
다 . 결과적으로 , 암세포 특이성이 부여된 Ad- E 1B 19 변이
체 바이러스는 E1B 19kDa 단백질의 결실에 의한 세포고사
의 유도로 암세포 특이적 살상능이 증폭되어 임상에 효과
적으로 이용될 수 있을 것으로 사료된다 .
증식 가능 아데노바이러스에 의한 암세포 살상효과를
향상시키고 암조직 내의 바이러스 확산을 증가시키기 위
하여 자살 유전자나 종양세포 살상을 유도하는 cytokine인
TNF 또는 paclitaxel이나 cisplatin과 같은 항암제를 함께 병
용 치료하는 통합 치료법이 시도되고 있다(21). E 1B55kDa
유전자가 소실된 증식 가능 아데노바이러스와 항암제를
병용하여 치료하는 통합 치료법이 초기의 임상시험에서
긍정적으로 보고되었으며, 현재 제 3상 임상시험이 시행
되고 있다(25). 그러나 , 기존의 증식 가능 아데노바이러스
는 모두 세포고사 억제제인 E 1B 19kDa 단백질을 발현하여
여러 항암제에 의해 유도되는 세포고사를 억제하여 그 효
과를 감소시키거나 오히려 역행할 수 있으며 이러한 가능
성은 본 연구의 결과들로 확인되고 있다 . 따라서, 기존에
많이 사용되어지는 항암제와의 통합 치료시 암세포 특이
성이 부여된 Ad- E 1B 19 변이체를 이용한다면 바이러스의
암세포 내 증식에 의한 세포살상 뿐 아니라 바이러스의
E1 단백질의 발현이나 투여한 항암제에 의해서 유도되어
지는 세포고사를 더욱 촉진함으로써 보다 효과적인 항암
효과를 유도할 수 있을 것으로 사료된다 . 또한 , 암세포 살
상능이 향상된 아데노바이러스인 Ad- E 1B 19 변이체는 임
상에 이용할 경우 필요한 바이러스 투여량을 감소시켜 바
이러스에 의한 독성과 인체내 면역반응을 최소화할 수 있
는 이점도 제공할 수 있을 것이다 .
결 론
본 연구에서 제작한 Ad- E1B 19 재조합 아데노바이러스
는 바이러스 증식에 따른 세포괴사 뿐만 아니라 감염된
세포 내에서 세포고사를 함께 유발하여 여러 E 1B 변이체
아데노바이러스들 중 가장 효율적으로 암세포를 살상시
키고 주위 종양세포로 확산되어지는 효과 또한 탁월하므
로 암 유전자 치료에 유용하게 이용될 수 있을 것으로 사
료된다 .
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